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(57) Abstract 

Genetically transfected human dendritic cells are dis- 
closed, as well as their production and use, preferably as 
vaccines. The invention has applications in the pharmaceu- 
tical industry and in medicine. The dendritic cells are pro- 
duced by transfection with a foreign gene by means of lipo- 
somes, preferably by means of lipofectin, a liposome prepa- 
ration. The disclosed vaccine consists of human, autologous 
dendritic cells transfected with a partial sequence of the hu- 
man mucine-MUCl gene which contains several tandem repeat 
nucleotide sequences of MUCL By using a glycosylation in- 
hibitor, tumour-associated epitopes are created in these cells, 
preferably at their surface. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft gentransfizierte humane dentritis- 
che Zellen, ihre Herstellung und ihre Verwendung, bevorzugt 
als Vakzine. Anwendungsgebiete sind die pharmazeutische In- 
dustrie und die Medizin. Die Herstellung der dendritischen 
Zellen erfolgt durch Transfektion eines fremden Gens mit- 
tels Liposomen, vorzugsweise mit der Liposomenprilparation 
Lipofektin. Die erfindungsgemiiBe Vakzine besteht aus huma- 
hen, autologen dendritischen Zellen, die mit einer Teilsequenz 
des humanen Muzin-MUCl-Gens, die mehrere 'Tandem Re- 
peat Nukleotid Sequenzen" von MUCl enthalt, transfiziert sind, 
und bei denen durch die Anwendung eines Glykosylierungs- 
inhibitors tumorassoziierte Epitope, bevorzugt auf der Zelloberflache, ausgebildet sind. 
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Gentransfizierte humane dendritische Zellen, ihre Herstellung 
und ihre Verwendung, bevorzugt als Vakzine 

Reschreibuna 

Die Erfindung betrifft gentransfizierte humane dendritische 
Zellen. Gentransfizierte dendritische Zellen konnen sowohl in 
der Grundlagenf orschung als auch zur Konstruktion von 
Vakzinen, z. B. Tumorvakzinen, Anwendung finden. Ein 
effizienter Gentransfer in humane dendritische Zellen ist 
bisher nicht beschrieben worden. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Herstellung 
dieser Zellen und ihre Verwendung, bevorzugt als Vakzine. 

Zellulare Vakzine gegen Tumorerkrankungen sind seit l&ngerem 
bekannt. Die klassische und vielfach klinisch eingesetzte 
Vakzine besteht aus einem Gemisch von bestrahlten Tumorzellen 
und Adjuvantien wie beispielsweise Lysate von Bacillus 
Calmette Guerin (BCG) Oder Corynebacterium Parvum. Nach zwei 
Jahrzehnten klinischer Erprobung laBt sich zusammenf assen , daB 
diese Vakzine keine reproduzierbare Wirkung zeigt (s. 
Ubersichtsartikel . Oettgen, H. und Old, L. , The History of 
Cancer Immunotherapy, in: Biological Therapy of Cancer, Eds* 
V. deVita, S. Hellmann and s. Rosenberg, J. B* Lippincott 
Company 1991, S. 87-199). 

In jungerer Zeit wurden Versuche unternommen, Tumorzellen 
genetisch zu modif izieren , mit dem Ziel eine Immunantwort 
gegen den Tumor auszulosen. Verwendet werden dazu vor allem 
Gene ftir Zytokine oder kostimulierende Molekule allein oder in 
Kombination (Blankenstein T. , Eur- J. Cancer, 1994)- Der 
Nachteil dieser Vakzine besteht darin, daB zu ihrer 
Herstellung Tumorzellen verwendet werden miissen. Diese stellen 
wiederum ein Potential moglicher Metastasenbildung dar, und 
somit kann die Vakzine selbst bei ihrer Anwendung ein Risiko 
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fur den Patienten darstellen. Tumor 2ellen besitzten keine 
kostimulierenden Liganden wie CD80 und CD86, die far eine 
effektive Aktivierung des Immunsystems essentiell sind. 

* n a ~ ^-4- ^ 4 ^.1^4- VI av ^of iy\i Arf rronon uol r»ho i Ttrnmrinrf c»rn»« 

nuwci. ucm .i.ot~ w.^-*. r ^ *' - — ^ 

Strukturen auf den Tumor zellen eine Immunantwort ausgelost 
wird. Erfolgt z. B. eine Reaktion gegen Autoantigene 
(immunogene Strukturen , die nicht nur auf Tumorzellen, sondern 
auch auf gesunden Zellen vorhanden sind), ware es moglich, da6 
Antoimmunreaktionen durch diese Art von Vakzine ausgelost 
werden . 



Deshalb wurde in letzter Zeit darauf fokussiert, 
tumorspe z i f i sche Strukturen zu bestimmen. Eine solche Struktur 
findet sich auf dem Muzinmolekul von Tumor zellen. (Finn, O.J. 
1993, Tumor rejection antigens recognized by T lymphocytes. 
Current Opinion in Immunol., 5, 701-8). 

Das Glykoprotein Muzin, kodiert durch das Gen MUC1 , ist sowohl 
auf der Oberflache von Pankreas-, Mamma-, Kolon-, Parotis- und 
Ovarialkarzinomen als auch auf den entsprechenden gesunden 
Zellen exprimiert. Muzin, kodiert durch MUC1, besteht zu zwei 
Dritteln aus 20 bis 100 "Tandem Nukleotid repeats". Ein 
"Tandem Nukleotid repeat" besteht aus 60 Nukleotiden, die ein 
Polypeptid von 20 Aminosauren kodieren (s. Abb. 2). 

Infolge einer unvollst&ndigen Muzin-Glykosylierung im Fall der 
malignen Entartung liegen auf Tumorzellen Peptid-Epitope frei, 
die vom Immunsystem, insbesondere T Zellen, als fremd erkannt 
werden k6nnen (diese Peptid-Epitope sind auf gesunden Zellen 
von Kohlenhydraten "verdeckt" und losen deshalb bei normalen 
Zellen keine Immunreaktion aus). Diese Muzin-Epitope sind fur 
eine Stimulierung des Immunsystems zur korpereigenen Abwehr 
gegen einen Tumor geeignet. 

Es hat bereits Versuche gegeben, Muzin-Epitope mittels 
Gentransfer in solchen humanen Immunzellen zur Expression zu 
bringen. Probleme dabei sind der Vektor, die 
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Transf ektionsmethode sowie die richtige Wahl von geeigneten 
Immunzellen. Der verwendete Vektor pDKOF/MUCl , (beschrieben in 
Jerome K. R. , N. Domenech, and O. J. Finn. 1993. Tumor- 
specific cytotoxic T cell clones from patients with breast and 
pancreatic adenocarcinoma recognize EBV- immortalized B cells 
tranfected with polymorphyc epithelial mucin complementary 
DNA. J. of Immunol. 151: 1654-1662 und in Jerome K. R. , D. Bu, 
and O. J . Finn. 1992. Expression of tumor-associated epitopes 
on Epstein-Barr Virus-immortalized B-cells and Burkitt s 
lymphomas transfected with epitheal mucin complementary DNA. 
Cane. Res. 53: 5985-5990) fiihrt, transf iziert in humane 
Zellen, nicht zu einer effizienten und stabilen Muzin-Epi top- 
Expression und ist somit fur die Verwendung in einer Vakzine 
nicht Oder nicht so gut geeignet. 

Als Transf ektionsmethode wurde dabei die Elektroporation 
angewendet, eine nicht immer erfolgreiche Methode, bei der 
sehr viele Zellen absterben. 

Als Immunzellen wurden bisher EBV-immortalisierte B-Zellen 
benutzt und mit MUCl-Vektoren transf iziert und zur Stimulation 
des Immunsystems benutzt (beschrieben in Jerome K. R. , N. 
Domenech, and O. J. Finn. 1993. Tumor-specific cytotoxic T 
cell clones from patients with breast and pancreatic 
adenocarcinoma recognize EBV- immortalized B cells tranfected 
with polymorphyc epitheal mucin complementary DNA. J. of 
Immunol. 151: 1654-1662 und in Pecher G. and Finn O. J. 1996. 
Induction of cellular immunity in chimpanzees to tumor- 
associated antigen mucin by vaccination with MUC1 cDNA- 
transfected EBV- immortalized autologous B-cells. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 1993: 1699-1704 sowie Patentanmeldung G. 
Pecher: Vakzine gegen Tumor erkrankungen , DE-OS 195 166 73 vom 
28.4.1995). EBV-immortalisierte B-Zellen produzieren jedoch 
auch immunsupprimierende Faktoren wie Interleukin 10 und zu 
ihrer Herstellung werden humanpathogene Viren ( EBV=Epstein- 
Barr- Virus ) verwendet . 

Die Erfindung hat das Ziel, gentransf izierte humane 
dendritische Zellen zur Verfiigung zu stellen. Auf der Basis 
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dieser Zellen soil ferner gentechnisch eine Vakzine entwickelt 
werden, die das Iraraunsystem gegen bereits im Korper vorhandene 
Tumorzellen spezifisch stimuliert und zur Verkleinerung bzw. 

Poco -» 4- -i rtt-inr* Hoc? fPnw/^>-e -Ft' I X«^4-^1 1 x-v m« A i i 

— — "TJ — • ^7 — •*» * * mw^. jk • mio a. «s v w* a a. uiuwi 4«C J. 1 

sollen "prof essionelle" Immunzellen zur Expression von 
tumorassoziierten Epitopen zur Konstruktion einer Vakzine 
verwendet werden. Bestimmte "prof essionelle" Immunzellen 
exprimieren, ira Gegensatz zu Tumorzellen / die fur eine 
optimale T-Zellaktivierung notwendigen kostimulierenden 
Liganden, wie Z. B. CD80 und CD86. 



Die Erfindung wird gem&B den Anspruchen l f 2 und 9 realisiert, 
die Unteransprtiche sind Vorzugsvarianten. 

Das wesentliche Merkmal des Herstellungsverf ahrens ist die 
Transfektion des fremden Gens in die dendrischen Zellen 
mittels Liposomen . 

Das erf indungsgemSBe Verfahren ist effizient, einfach durch- 
zuftthren, sicher in der Anwendung, und, im Vergleich zu 
beispielsweise einem retroviralen Gentransf er f kostengiinstig. 

Im folgenden wird die bevorzugte Verwendung der humanen 
dendritischen Zellen als Vakzine n&her beschrieben. 



Die Vakzine besteht aus humanen autologen dendritischen 
Zellen-, die rait einer Teilsequenz des humanen Muz in-MUCl -Gens , 
die mehrere "Tandem Repeat Nukleotid Sequenzen" vom MUCl (Abb. 
2) enthSlt, mittels Lipofektin unter Verwendung des Plasmids 
transfiziert sind, und die durch Behandlung mit dem 
Glykosylierungsinhibitor Phenyl-N-Acetyl-a-D-Galactosaminid 
turaorassoziierte Epitope exprimieren* 

Die MUCl t r ansf i z i ert en Zellen werden mit dem 
Glykosylierungs-inhibitor Phenyl-N-Acetyl-cr-D-Galactosaminid 
fur 2 4 bis 36 Stunden behandelt, damit die immunogenen, 
tumorassoziierten Muzin-Epitope ausgebildet werden. Die 



BNSDOCID: <WO 97401 82A1_I_> 



WO 97/40182 



PCT/DE97/00772 



5 

Expression kann durch eine FACS-Analyse mittels Muzin-Epitop- 
spe2if ischen Antikorpern ttberpriift werden. 

Gegenstand der Erfindung ist auch der Vektor pCMV/MUCl geraSS 
Abb. 1 zur Trans fekt ion der dendr it ischen Zellen, der aus 
folgenden wesentlichen Bestandteilen besteht: 

- immediate early Promotor des Cytoroegalievirus (CMV) fur 
Muzin-MUCl-Genabschnitte 

- Teilsequenz des Muzin-MUCl-Gens. 

Die erf indungsgemSBe Vakzine hat folgende Vorteile/Neuerungen 
gegenuber bisherigen Turoorvakzinen: 

Die Vakzine enthalt keine Tumorzellen, sondern ein kiar 
definiertes Antigen (MUC1). 

Zur Konstruktion der Vakzine verwendete Immunzellen sind 
dendritische Zellen. Autologe dendritische Zellen als 
Immunzellen stellen, anderes als Tumorzellen oder EBV- 
immortalisierte Zellen, fur den Patienten kein Risiko dar. Sie 
exprimieren in idealer Weise die fur die T-Zellaktivierung 
notwendigen kostimulierenden Liganden wie CD89 und CD86. Sie 
produzieren immunstimulierende Stoffe, wie Interleukin 12. Als 
weiteren Vorteil produzieren dendritische Zellen im Gegensatz 
zu beispielsweise EBV-imroortalisierten B-Zellen, keine 
immunsupprimierenden Stoffe wie Interleukin 10. 
Die Herstellung humaner dendr itischer Zellen erfolgt aus 
peripherem Blut von Patienten oder Gesunden unter Verwendung 
von Interleukin 4 und Granulozyten-Makrophagen-Colonie- 
stimulierendem Faktor. Das ist ein einf aches und leicht zu 
praktizierendes Verfahren. 

Transf ektionsraethode ist die Lipofektion. Dabei wird eine hohe 
Gentransf errate in dendritischen Zellen erreicht. Die Methode 
ist einfach durchzuf tihren und reproduzierbar . 

Als Vektor fur den Gentransfer wird pCMV/MUCl gemaB Abb.l 
verwendet. In den Vektor wurde die entsprechende Muzin-cDNA 
unter dem immediate early Promotor von CMV kloniert. Der 
Vektor enthSLlt keine cDNA fur eine Resistenz gegeniiber 
Antibiotika o.a. Der Vektor erfiillt somit hohe 
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Sicherheitsanforderungen fur die Anwendung am Menschen. 

Ein weiterer Vorteil der erf indungsgemSBen Vakzine besteht 

fifllT*in. rfaft HlO T?>»lr nnnnnr* /^rvv Un — ^ ^ _T"*^~%*. * ^3 4 a. 

— ' — ' — — — J- * j.1 A *r C^-r WJ.U — JL*£S.L L-W^/C; UUICI1 

2ytotoxische T Zellen nicht dem bisher bekannten klassischen 
Weg der Erkennung von kurzen Peptid-Epitopen in Verbindung mit 
dem HLA-Koroplex folgt. Die Muzin-Peptid-Epitope werden ohne 
"Hilfe" des HLA-Kompl exes von den T-Zellen erkannt. Diese 
Besonderheit bei der Erkennung der tumorassoziierten Muzin- 
Epitope erklSrt sich aus der oben genannten besonderen "Tandem 
repeat w -Struktur des Molekuls sowie der hohen Dichte des 
Antigens auf der prasentierenden Zelle. Die mehrfache 
Wiederholung des immunogenen Peptid-Epi top-Mot ivs fuhrt zu 
einer Aktivierung der T Zellen durch ein "Crosslinking" des T- 
Zell-Rezeptors, ohne daB der HLA- Komp lex vorhanden sein mu6. 
Das ermoglicht den Einsatz der Vakzine, die die entsprechenden 
Muzin-Epitope enthSlt, bei jedem Patienten, unabhangig von 
HLA-Typ. Das bedeutet einen Vorteil gegemiber Vakzinen, die 
Epitope anderer Antigene auBer Muzin enthalten, und die nur 
Patienten mit dem jeweiligen passenden HLA— Typ verabreicht 
werden konnen. 

Durch die Kombination dieser Neuerungen wird erf indungsgemfiB 
die Konstruktion einer optimalen Vakzine erreicht. 



WirkPrinziD der erfindu nasaemafien Vakzine: 

Infolge der unvollstSndigen Glykosylierung des Glykoproteins 
Muzin im Fall der malignen Entartung liegen auf Tumorzellen 
Peptid-Epitope frei, die vom Immunsystem als fremd erkannt 
werden konnen. Die dadurch ausgeloste Aktivierung des 
Immunsystems reicht bei Tumorpatienten nicht aus, urn den Tumor 
zu beseitigen, weil (durch die fehlende Expression von CD80 
und CD86 auf Tumorzellen) keine Kostimulation von T-Zellen 
erfolgt. Mit der erf indungsgemaBen Vakzine wird eine 
effiziente, tumorspezif ische Imraunantwort , die auf der 
Aktivierung Muzinepitop-spezif ischer , zytotoxischer T-Zellen 
beruht, ausgelost. Diese T-Zellen fuhren zur Verkleinerung 
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bzw. Beseitigung der Tumorzellen. Werden dendritische Zellen 
mit MUC1 (Kopien der Tandem Nukleotid-Sequenz von MUC1 
kloniert in den Vektor) transfiziert und gegebenenf alls mit 
dem Glykolysierungs-inhibitor Phenyl-N-Acetyl-a-D- 
G a 1 a c t os ami n i d behandelt, exprimieren diese die 
tumorassoziierten Epitope- Die auf diesem Wege erreichte 
Kombination von Bereitstellung von kostimulierenden Liganden 
und einer genugenden Anzahl von tumorassoziierten Epitopen 
ftihrt zu einer Aktivierung von Muzinepitop-spezif ischen T- 
Zellen, die fur eine TumorabstoBung erf order lich sind. 

Die Erfindung soli nachfolgend durch Ausf uhrungsbeispiele 
naher erlautert werden. 

1. Ausfuhrunasbe ispiel (Herstellung der transf izierten Zellen) 

Dendritische Zellen werden aus humanem peripherem Blut 
isoliert und kultiviert. Am Tag 4 der Kultur der dendritischen 
Zellen wird die Transfektion der dendritischen Zellen 
vorgenommen, Dazu wird ein Vektor verwendet, der CMV als 
Promotor fur das Fremdgen MUC1 enthait. Ftir 750 000 
dendritische Zellen werden 15 Ml Lipofektin (Abb. 3) 
verwendet. Die erfolgreiche Transfektion des Femdgens ffUCl 
wird mittels FACS-Analyse mit dem monoklonalen Antikorper 
HMFG-2 gegen Muzinepitope nachgewiesen. Nach Transfektion 
zeigen 12% der dendritischen Zellen eine Expression von 
Muzinepitopen . Durch Verwendung eines Glykosy lierungs- 
inhibitors (GI) sind bei 48% der dendritischen Zellen 
Muzinepitope auf der Oberflache nachweisbar. Das kennzeichnet 
den erf olgreichen Gentransfer. Auch ohne Einsatz des 
Glykosylierungsinhibitors sind schon ausreichend imrounogene 
Muzinepitope auf der Oberflache vorhanden. 

Mock (Vektor ohne Fremdgen ) -transf izierte Zellen exprimieren 
Muzinepitope zu hochsten 2% (s. Abb. 4) 

2 . Ausf uhrunasbeispiel (Verwendung als Vakzine) 
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2.1. Herstellung der Vakzine 

Aus huroanem peripherem Blut werden Lympho2yten per Ficoll- 
Gradienten-Zentrifugation gewonnen und in Kultur gehalten. 
Dendritische Zellen werden durch die Zugabe von Interleukin 4 
und Granulozyten-Makrophagen-Colonie stimulierendem Faktor und 
durch die AdhSrenz zu Platik selektioniert . Die dendritischen 
Zellen werden mittels Liposomen mit dem MUCl-Vektor 
transf iziert. Die Muz in-Express ion wird mittels Western-Blot- 
Verfahren sowie FACS-Analyse mit monoklonalen Mu2in- 
Antikdrpern ttberprttft. In das Kulturmedium der transf izierten 
Zellen wird Phenyl-N-Acetyl-a-D-Galactosaminid (Konzentration 
5 roM) fur 36 Stunden gegeben. Die Expression der dadurch 
erzeugten tumorassoziierten Muzin-Peptid-Epitope halt fur 72 
Stunden an und wird mit monoklonalen Muzin-Peptid-Antikorpern 
mittels FACS-Analyse uberpruft. Die Vakzine wird innerhalb 
dieser 72 Stunden dem Patienten appliziert. 



2.2. Verwendung der Vakzine 

Die Vakzine ist far die Therapie bei Patienten mit Muzin 
(MUC1 )-exprimierenden Tumoren einsetzbar. Bevorzugt ist die 
Behandlung von Mamma-, Pankreas-, Ovarial-, Kolon- und 
Parotistumoren . Die Anwendung dieser Vakzine kann ebenfalls 
bei Gesunden zur Vorbeugung eines Muz inepi tope exprimierenden 
Tumors -erfolgen. 
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Patentemsprtiche 

1. Gentransf izierte humane dendritische Zellen 

2 . Verf ahren zur Gentransf ektion von humanen dendritischen 
Zellen, dadurch gekennzeichnet, daB die Transf ektion eines 
fremden Gens mittels Liposomen erfolgt. 

3. Verf ahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet , daB die 
Gentransfektion von humanen dendritischen Zellen mit der 
Liposoroenpraparation Lipofektin erfolgt. 

4. Verf ahren nach Anspruch 2 und 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB zur liposomalen Gentransfektion von humanen dendritischen 
Zellen ein Vektor, der den Cytomegalievirus (CMV) als Promotor 
fur das fremde Gen enthalt, verwendet wird. 

5. Verf ahren nach Anspruch 2 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Konzentration von Lipofektin fur die Transfektion von 
750 000 dendritischen Zellen zwischen 5 bis 20 /til betragt. 

6. Verf ahren nach Anspruch 2 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Konzentration von Lipofektin fur die Transfektion von 
750 000 dendritischen Zellen 15 Ml betrSgt. 

7. Verf ahren nach Anspruch 2 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Transfektion an den Tagen 3 bis 5 der Kultur der 
dendritischen Zellen erfolgt. 

8. Verf ahren nach Anspruch 2 bis 7, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Transfektion am Tage 4 der Kultur der dendritischen 
Zellen erfolgt. 

9. Verwendung der nach Anspruch 1 bis 8 hergestellten Zellen 
nach Anspruch 1 als Vakzine gegen Tumorerkrankungen . 
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10. Verwendung der nach Anspruch 1 bis 8 hergestellten Zellen 
nach Anspruch 1 als Vakzine gegen Tumorerkrankungen , dadurch 
gekennzeichnet . daB als cPNA zur Trans fekt ion der huisancn 
dendritischen Zellen die cDNA eines humanen Tumorantigens 
verwendet wird. 

11. Vakzine gegen humane Tumorerkrankungen unter Verwendung 
der humanen cDNA des Tumorantigens Muzin, bestehend aus 

- humanen, autologen dendritschen Zellen, die mit einer 

- Teilsequenz des humanen Muz in-MUCl -Gens , die mehrere "Tandem 
Repeat Nukleotid Sequenzen" von MUC1 enthalt, transfiziert 
sind, 

- und bei denen durch die Anwendung eines Glykosylierungs- 
inhibitors tumorassoziierte Epitope, bevorzugt auf der 
Zelloberf lSche, ausgebildet sind. 

12. Vakzine nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Teilsequenz des humanen Muzin-MUCl-Gens mitteis 
Liposomenpraparationen in die dendritischen Zellen 
transfiziert wird. 

13. Vakzine nach Anspruch 11 bis 12, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Teilsequenz des humanen Muzin-MUCl-Gens mit dem Vektor 
pCMV/MUCl mit folgenden wesentlichen Bestandtei len 
transfiziert wird: 

- immediate early Promotor CMV fur Muzin-MUCl-Genabschnitte 

- Teilsequenz des Muzin-MUCl-Gens . 

14. Vakzine nach Anspruch 11 bis 13, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Teilsequenz des humanen Muzin-MUCl-Gens im Vektor 12- 
40 "Tandem Nukleotid-repeats" enthSlt, wobei ein repeat die 
Nukleotid-Sequenz gemaB Abb. 2 aufweist. 

15. Vakzine nach Anspruch 11 bis 14 , dadurch gekennzeichnet, 
daB die Teilsequenz des humanen Muzin-MUCl-Gens im Vektor 22 
"Tandem Nukleotid-repeats" enthait. 
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16. VaJczine nach Anspruch 11 bis 15, dadurch gekennzeichnet , 
daB a Is Glykosylierungs inhibitor Phenyl-N-Acetyl-a-D- 
Galactosaminid verwendet wird. 

17. Vakzine nach Anspruch 11 bis 16, dadurch gekennzeichnet , 
daB die dendritischen Zellen aus peripherem Blut von Patienten 
Oder gesunden Personen unter Verwendung der Zytokine 
Interleukin 4 und Granulozyten-Makrophagen-Colonie 
stumulierendem Faktor gewonnen werden, daB die so gewonnenen 
dendritischen Zellen die Oberf lSchenmarker CDla, CD80, CD86 
exprimieren und, daB auf den dendritischen Zellen nach 
Transfektion mit MUC1 tumorassoziierte immunogene Epitope auf 
der Oberf lache nachweisbar sind. 

18. Vakzine nach Anspruch 11 bis 17 zur Behandlung von Muzin 
exprimierenden Tumoren, wie Mamma-, Pankreas-, Ovarial-, 
Kolon- und Parotistumoren , bei Patienten. 
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(57) Abstract 

Genetically transfected human dendritic cells are dis- 
closed, as well as their production and use, preferably as 
vaccines. The invention has applications in the pharmaceu- 
tical industry and in medicine. The dendritic cells are pro- 
duced by transfection with a foreign gene by means of lipo- 
somes, preferably by means of lipofectin, a liposome prepa- 
ration. The disclosed vaccine consists of human, autologous 
dendritic cells transfected with a partial sequence of the hu- 
man mucine-MUCl gene which contains several tandem repeat 
nucleotide sequences of MUCl. By using a glycosylation in- 
hibitor, tumour-associated epitopes are created in these cells, 
preferably at their surface. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft gentransfizierte humane dentritis- 
che Zellen, ihrc Herstellung und ihre Verwendung, bevorzugt 
als Vakzine. Anwendungsgebiete sind die pharmazeutische In- 
dustrie und die Medizin. Die Herstellung der dendritischen 
Zellen erfolgt durch Transfektion eines fremden Gens mit- 
tels Liposomcn, vorzugsweise mit der Liposomenpraparation 
Lipofektin. Die erfindungsgemaBe Vakzine besteht aus huma- 

nen, autologcn dendritischen Zellen, die mit einer Teilsequenz 3S aS'? 

des humanen Muzin-MUC I -Gens, die mehrere 'Tandem Re- JiRiSSm 
peat Nukleotid Sequcnzen" von MUCl cnthatt, transfiziert sind, 
und bei denen durch die Anwendung eines Glykosylierungs- 

inhibitors tumorassoziicrte Epitope, bevorzugt auf der Zellobcrfiachc, ausgebildet sind 
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GEANDERTE ANSPRUCHE 

[beim Internationalcn Biiro am 1 1. November 1997 (1 1.1 1 .97); 
ursprungliche Anspriiche 1-18 durch neue Anspriiche 1-13 ersetzt (3 Seiten)] 

1. Verfahren zur Gentransf ektion von humanen dendritischen 
Zellen, 

dadurch gekennzeichnet , 

daB die Transfektion eines fremden Gens rait der 
Liposomenpraparation Lipofektin erfolgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , daB 

ein Vektor, der den Cytomegalievirus (CMV) als Promotor fur das 
fremde Gen enthalt, verwendet wird. 

3 . Verfahren nach Anspruch 1 oder 2 , 
dadurch gekennzeichnet, daB 

die Konzentration von Lipofektin fur die Transfektion von 750000 
dendritischen Zellen zwischen 5 bis 20 pi betragt. 

4 • Verfahren nach Anspruch 3 , 

dadurch gekennzeichnet, daB die Konzentration 15 /il betragt. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Transfektion an den Tagen 3 bis 
5 der Kultur der dendritischen Zellen erfolgt, 

6. Verfahren nach Anspruch 5, 

dadurch gekennzeichnet, daB die Transfektion am Tage 4 erfolgt. 

7. Verwendung von gentransf izierten humanen dendritischen Zellen 
als Vakzine gegen Tumorerkrankungen . 

8. Verwendung nach Anspruch 7 zur Behandlung von Muz in 
exprimierenden Tumoren, wie Mamma-, Pankreas-, Ovarial-, Kolon- 
und Parotistumoren, bei Patienten. 

9. Verfahren zur Herstellung einer Vakzine gegen humane 
Tumorerkrankungen unter Verwendung der humanen cDNA des 
Tumorantigens Muzin, bestehend aus 

GEANDERTES BLATT (ARTIKEL 19) 
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- humanen, autologen dendritischen Zellen, die mit einer 

- Teilsequenz des humanen Muzin-MUCl-Gens , die mehrere "Tandem 
Repeat Nukleotid Sequenzen" von MUC1 enthalt, transfiziert 
sina, 

- und bei denen durch die Anwendung eines Glykosylierungs- 
inhibitors tumorassoziierte Epitope, bevorzugt auf der 
Zelloberflache ausgebildet sind, 

indem die Teilsequenz des humanen Muzin-MUCl-Gens mittels 
Liposomenpraparationen in die dendritischen Zellen mit dem 
Vektor pCMV/MUCl mit den wesentlichen Bestandteilen 

- immediate early Promotor CMV fur Muzin-MUCl-Genabschnitte 

- Teilsequenz des Muzin-MUCl-Gens 
transfiziert wird, 

wobei die Teilsequenz des humanen Muzin-MUCl-Gens im Vektor 12- 
40 "Tandem Nukleotid-repeats" enthalt und ein repeat die 
Nukleotid-Seguenz gemaB Abb. 2 aufweist. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet , daB 

die Teilsequenz des humanen Muzin-MUCl-Gens 2 2 "Tandem 
Nukleotid-repeats" enthalt. 

11. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

dendritische Zellen aus peripherem Blut von Patienten oder 
gesunden Personen unter Verwendung der Zytokine Interleukin 4 
und Granulozyten-Makrophagen-Colonie stimulierendem Faktor 
gewonnen werden, daB die so gewonnenen dendritischen Zellen die 
Oberf lachenmarker CDla exprimieren und, daB auf den 
dendritischen Zellen nach Transfektion mit MUCl tumorassoziierte 
immunogene Epitope auf der Oberf lache nachweisbar sind. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 11, 

dadurch gekennzeichnet, daB eine Behandlung der MUCl 
transfizierten Zellen mit dem Glykosylierungsinhibitor Phenyl- 
N-Acetyl-a-D-Galactosaminid fur 24 bis 36 Stunden erfolgt. 
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13. Vakzine gegen humane Tumorerkrankungen unter Verwendung der 
humanen cDNA des Tumorantigens Muz in, bestehend aus 
-humanen, autologen dendritischen Zellen, die mit einer 

- Teilseguenz des humanen Muzin-MUCl-Gens , die mehrere "Tandem 
Repeat Nukleotid Sequenzen" von MUC1 enthalt, transfiziert 
sind, 

- und bei denen durch die Anwendung eines Glykosylierungs- 
inhibitors turoorassoziierte Epitope, bevorzugt auf der 
Zelloberf lache ausgebildet sind. 
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